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(54) Title: USE OF PROTON PUMP INHIBITORS FOR TREATING DISEASES OF THE LOCOMOTOR SYSTEM 

(54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON PROTONENPUMPEN-HEMMERN ZUR BEHANDLUNG VON ERKRANKUNGEN 
^3 DES BEWEGUNGSAPPARATES 

(57) Abstract: Based on the knowledge that rheumatism and prosthetic loosening fibroblasts and osteoblasts express membrane- 
bound proton pumps which contribute to bone destruction by acidifying the extracellular medium, the invention provides that diseases 
of this type are treated with proton pump inhibiting substances and that the determination of the expression of a proton pump of this 
type is used for diagnostic purposes. 



(57) Zusammenfassung: Ausgehend von der Erkenntnis, daB Rheuma- und Prothesenlockerungsfibroblasten sowie Osteoblasten 
membranstandige Protonenpumpen exprimieren, die durch Ansauerung des extrazellularen Mediums zum Knochenabbau beitragen, 
wird vorgeschlagen, derartige Erkrankungen durch Hemmstoffe fiir Protonenpumpen zu behandeln und den Nachweis der Expression 
1^* einer derartigen Protonenpumpe zu diagnostischen Zwecken zu verwenden. 



WO 02/13796 



PCT/DE01/03179 



Verwenduna von Protonenpumpen-Hemmern zur Behandlung von 

Erkrankungen des Bewegungsapparates 

Die vorliegende Erfindung beschaf tigt sich mit Erkrankungen des 
Bewegungsapparates wie z.B. Knochenkrebs (Sarkome. . . ) f Osteoar- 
throse, Osteoporose, Arthritis (einschl. rheumatoider Arthri- 
dis), aseptische Prothesenlockerung etc. Insbesondere beschaf- 
tigt sich die vorliegende Erfindung mit der Behandlung , der 
f riihzeitigen Diagnose sowie Prevention derartiger Erkrankungen 
des Bewegungsapparates . 

Knochen sind das Stutzorgan des Rumpfes und der Extremitaten . 
Sie sind aus Collagenf asern und Mineralsalzen aufgebaut und un- 
terliegen einem standigen Umbau. Die Knochenmasse wird in einem 
physiologischen Gleichgewicht zwischen Ab- und Aufbau gehalten. 
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Unter pathologischen Bedingungen wie bspw. der Osteoporose 
uberwiegt dabei der Knochenabbau . 

Der Knochen wird von Osteoklasten abgebaut und von Osteo- 
blasten aufgebaut, die dabei zu Osteozyten dif f erenzieren . Die 
Osteoblasten exprimieren hierzu vor allem das Collagen , andere 
Matrixproteine und Enzyme zur Mineralisierung, wie beispiels- 
weise die alkalische Phosphatase. Osteoklasten setzen dagegen 
neben matrixabbauenden Proteasen wie z.B. Cathepsin auch Saure 
frei, indem sie hierfiir eine spezifische ATPase exprimieren , 
die Protonen ins perizellulare Milieu abgibt. Diese 
"Protonenpumpe" weist eine Homologie zu lysosomalen Protonen- 
pumpen und entsprechenden Enzymen in Nierenzellen auf . 

Rheumatoide Arthritis ist eine chronische entzundliche Autoim- 
munkrankheit, deren Pathogenese groBtenteils unbekannt ist. Ei- 
ne charakteristische Eigenschaft von rheumatoider Arthritis und 
aseptischer Prothesenlockerung ist die Knochenresorption durch 
hyperplastisches fibroses Gewebe. Man geht heute davon aus, daB 
aktivierte f ibroblastenartige Zellen in der Pathogenese von pa- 
thologischen Zustanden eine wichtige Rolle spielen, bei denen 
die extrazellulare Matrix durch ein entzundetes und hyperpla- 
stisches fibroses Gewebe degradiert wird. Es ist bekannt, daB 
synoviale Fibroblasten relevante matrixabbauende Enzyme expri- 
mieren und Faktoren freisetzen, die die Aktivitat von Osteokla- 
sten verstarken und die Dif f erenzierung von Makrophagen in 
Osteoklasten erleichtern. 

Miiller-Ladner et al., Am J Pathol (1996) Band 149, 1607-1615 
beschreiben in diesem Zusammenhang, daB synoviale 
Fibroblasten der rheumatoiden Arthritis progressiv Gelenkknor- 
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pel zerstbren, wenn sie in SCID-Mause koimplantiert werden, die 
ein Tiermodell fur rheumatoide Arthritis darstellen. Fibrobla- 
sten von osteoarthritischen Patienten oder Hautf ibroblasten 
zeigen ein derartiges Verhalten nicht. 

Dariiber hinaus sind aktivierte synoviale Fibroblasten der rheu- 
matoiden Arthritis Ef f ektorzellen, die matrixabbauenden Protea- 
sen wie Collagenase, Stromelysin und Cathepsin im Vergleich mit 
anderen Fibroblasten mit erhohtem Spiegel exprimieren. Es ist 
bekannt, dafi fur eine optimale Cathepsin-Aktivitat ein saures 
pH-Milieu erforderlich ist. In der Literatur wird davon ausge- 
gangen, dai3 Makrophagen oder Osteoklasten fur die Protonenpro- 
duktion in Zusammenhang mit Knochenabbau oder -umbau verant- 
wortlich sind; siehe Vaananen, in: Bilezinka, Raisz and Rodan 
(ed.): Principles of Bone Biology, Acad. Press, San Diego, USA, 
1996, Seiten 103-114. 

Parak et al, Abstract S17, KongreB der Deutschen Gesellschaft 
fur Immunologie, 23. - 26. September 19 98, konnten dariiber hin- 
aus zeigen, daJ3 aktivierte synoviale Fibroblasten, die von Pa- 
tienten mit rheumatoider Arthritis (RA) isoliert worden waren, 
durch metabolische Aktivierung Saure produzieren konnen. Die 
Mechanismen der Saureproduktion wurden nicht beschrieben. Die 
Autoren berichten uber Messungen mit einem Zytosensor- 
Mikrophysiometer , aus denen hervorging, daB native synoviale 
Fibroblasten saure metabolische Produkte exkretieren, wenn sie 
durch Zytokine, Phorbolester oder Ionomycin angeregt werden. 

Obwohl die Pathogenese von rheumatoider Arthritis und asepti- 
scher Prothesenlockerung sich merklich unterscheidet , ist die 
progressive Zerstorung von Knochen durch ein f ibroprolif erati- 
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ves Gewebe ein gemeinsames. Merkmal beider pathologischer Zu- 
stande. Dariiber hinaus gibt es Ahnlichkeiten in der Morphologie 
zwischen dem hyperplastischen Synovium in rheumatoider Arthri- 
tis und der Grenzmembran, die sich bei aseptischer Prothesen- 
lockerung zwischen der Prothese und dem Knochen ausbildet; Pap 
et al., Arthr. Rheum., 19 99, Band 42 , A501. Die Autoren berich- 
ten, dai3 aktivierten Prothesenlockerungs-Fibroblasten (PLF) in 
SCID-Mausen Knochen in vivo ohne die Hilfe von Osteoklasten re- 
sorbieren konnen und nach Stimulierung von Ionomycin schnell 
saure Komponenten freisetzen. 

Die WO 89/03829 schlagt Omeprazol als Hemmstoff der Osteoporose 
vor, urn den Einbau von Kalcium in das Skelett zu erhohen. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung f therapeutische sowie diagnostische MaBnahmen und Mittel 
bereitzustellen, urn die oben angesprochenen pathologischen Zu- 
stande behandeln bzw. friihzeitig erkennen zu konnen. 

Erf indungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch die Verwendung 
von Hemmstoffen fiir Protonenpumpen zur Behandlung von Erkran- 
kungen Oder pathologischen Zustanden des Bewegungsapparates , 
die mit Osteoblasten, Fibroblasten und/oder f ibroblastenartigen 
Zellen assoziiert sind. Ferner wird die Erfindung gelost durch 
die Verwendung eines Mittels, das zum Nachweis der Expression 
einer Protonenpumpe in Fibroblasten, Osteoblasten und/oder 
f ibroblastenartigen Zellen dient, in der Diagnose von Erkran- 
kungen oder pathologischen Zustanden des Bewegungsapparates . 

Ferner wird die Erfindung gelost durch ein diagnostisches Mit- 
tel zum Nachweis der pathologisch veranderten Expression einer 
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Protonenpumpe in Fibroblasten, f ibroblastenartigen Zellen 
und/oder Osteoblasten, das zumindest ein Nukleinsauremolekul 
enthalt, das mit einem Abschnitt eines fur die Protonenpumpe 
kodierenden Genes hybridisiert . 

Das Gen kann dabei eine Primartranskript-RNA (hnRNA) Oder eine 
prozessierte itiRNA sein, es ist aber z.B. auch denkbar, Antikor- 
per gegen diese Genprodukte und/oder die Protonenpumpe zum 
Nachweis zu verwenden . 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird auf diese Weise 
vollkommen gelost. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung konnten namlich erst- 
mals zeigen f da£ PLF bei Anregung groBe Mengen an Saurekompo- 
nenten freigeben, die zu der Fahigkeit der PLF beitragen, Kno- 
chen vor dessen Abbau zu Dekalzif izieren (Entkalken) und 
gleichzeitig Kollagenf asern so zu verandern, daJ3 sie leichter 
loslich und damit durch Kollagenasen abbaubar sind. 

Die Erfinder konnten weiter zeigen, daB aktivierte synoviale 
Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis sowie 
Prothesenlockerungs-Fibroblasten eine mRNA fiir eine Protonen- 
pumpe exprimieren. Diese Protonenpumpe wurde ebenfalls in 
Osteoblasten gefunden. Dieser erstmals den Erfindern gelungene 
Nachweis einer Protonenpumpe auf diesen mesenchymalen Zellen 
hat iiberraschende Auswirkungen auf die Behandlungs- und Diagno- 
semoglichkeiten vieler Erkrankungen des Bewegungsapparates • 

Die Erfinder konnten zeigen, daB die membranstandig exprimierte 
Protonenpumpe durch bestimmte Protonenpumpen-Hemmer inhibiert 
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werden kann. Die ohne den Einsatz der Protonenpumpen-Hemmer er- 
folgte Ansauerung des extrazellularen Mediums geht namlich nach 
Zugabe eines Protonenpumpen-Hemmers innerhalb kiirzester Zeit 
signifikant zurtick. Dies zeigt nicht nur, daB die extrazellula- 
re Ansauerung durch die Protonenpumpe bewirkt wird, sondern 
weiter, daB es sich urn eine membranstandige Protonenpumpe han- 
delt. Wlirde die extrazellulare Ansauerung durch einen Trans- 
portprozeB aus dem Inneren der PLF heraus bedingt, wlirde die 
Wirkung der Inhibierung namlich deutlich langsamer vonstatten 
gehen, als bei einer membranstandigen Protonenpumpe, die einen 
extrazellularen pH-Gradienten aufbaut. 

Bisher wurde im Stand der Technik davon ausgegangen, daB Fi- 
broblasten zum Knochenabbau allein dadurch beitragen konnen, 
daB sie Zytokine exprimieren, die die Dif f erenzierung von Ma- 
krophagen in Osteoklasten fordern konnen . Parak et al. a.a.O. 
sowie Pap et al. a.a.O. beschreiben lediglich, daB Saurefrei- 
setzung gemessen wurde, sie spekulieren jedoch, daB eine meta- 
bolische Aktivierung, also bspw. eine vermehrte Glykolyse dafur 
verantwortlich ist. Sie gehen damit wie andere Autoren davon 
aus, daB die bei mesenchymalen Zellen beobachtete perizellulare 
Ansauerung durch Stof fwechselprodukte der Glykolyse hervorgeru- 
fen wird. 

Aus ihren Ergebnissen leiten die Erfinder nun die uberraschende 
Erkenntnis ab, daB die Saureproduktion durch Exprimierung einer 
Protonenpumpe bei Fibroblasten, f ibroblastenartigen Zellen 
und/oder Osteoblasten eine wichtige Rolle bei den eingangs er- 
wahnten Erkrankungen des Bewegungsapparates spielt und Ansatz- 
punkt fiir Therapie und Diagnostik sein kann. Im weiteren werden 
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unter "Fibroblasten" auch "f ibroblastenartige Zellen" verstan- 
den . 

Die erwahnten Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu der bisheri- 
gen wissenschaft lichen Lehrmeinung, wie sie beispielsweise 
Teitelbaum in Science (2000) , Band 289, Seiten 1504-1508 zusam- 
menfaBt. Die Knochenresorption ist danach einzig und allein 
Funktion der Osteoklasten, die gemaB diesem Re view-Art ike 1 vor- 
rangiges Ziel bei der Behandlung von Osteoporose sind. 

Auch die WO 99/66910 beschreibt Osteoklasten als Ansatzpunkt 
fur Therapien zur Verhinderung von Knochenresorption. 

Die Er finder der vorliegenden Anmeldung haben jedoch erkannt, 
daJ3 auch die in viel groBerer Zahl als Osteoklasten vorhandenen 
und zudem langlebigeren Osteoblasten sowie die Fibroblasten zum 
Knochenabbau beitragen konnen, so daB diese mesenchymalen Zel- 
len uberraschenderweise einen hervorragenden Angrif f spunkt fiir 
die Behandlung von Erkrankungen oder pathologischen Zustanden 
des Bewegungsapparates darstellen. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung auch die Verwen- 
dung von Substanzen, urn die Expression oder Funktion einer vor- 
zugsweise membranstandig exprimierten Protonenpumpe in Fi- 
broblasten und Osteoblasten zu inhibieren, die mit pathologi- 
schen Prozessen insbesondere des Bewegungsapparates, wie Ma- 
trixabbau, rheumatoider Arthritis, aseptischer Prothesenlocke- 
rung (APL) , Osteoporose etc. assoziiert sind. Die Erfindung ist 
dabei nicht auf pathologische Prozesse des Bewegungsapparates 
beschrankt, sondern bezieht sich allgemein auf Mechanismen, die 
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extrazellulare Matrix einschlieBen . Dies wird durch die Tatsa- 
che getragen, daB Fibroblasten im Korper ubiquitar vorkommen . 

Da z.B. das RA-Synovium gut gegenuber umgebendem Gewebe abge- 
schlossen ist f ist insbesondere hier eine direkte Applikation 
von sogenannten "Protonenpumpen-Hemmern" moglich. 

Der Nachweis der Expression einer derartigen Protonenpumpe 
durch z.B. PCR-Primer im Rahmen einer fruhzeitigen Diagnostik 
und/oder Prevention ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. Dies ist vor dem Hintergrund zu sehen, daB eine Pro- 
tonenpumpe (V-ATPase), die von synovialen Fibroblasten oder 
Prothesenlockerungs-Fibroblasten exprimiert wird, an den ge- 
nannten pathologischen Zustanden beteiligt ist. 

Als Hemmstoffe fur die H + -ATPase (V-ATPase genannt) kommen vor- 
rangig in Frage: Baf ilomycin Al, Amilorid, KN0 3 , N-Ethyl- 
Maleinimid, Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) , Diethylstilbostrol, 
Tributylzinn, anti-sense Nukleinsauremoleklile, Peptide. 

Die US 5,821,265 erwahnt hier lediglich die Moglichkeit, Proto- 
nenpumpen in Osteoklasten durch Metall-EDTA-Komplexe zu blok- 
kieren. 

Die Erfinder konnten durch RT-PCR die mRNA fiir 
beta lH + -ATPase nachweisen. In synovialen Fibroblasten oder 
Prothesenlockerungs-Fibroblasten lieBen sich sehr hohe Spiegel 
dieser mRNA nachweisen, so daB Mittel zum Nachweis dieser mRNA 
bzw. der noch unprozessierten hnRNA geeignet sind, als diagno- 
stisches Mittel zum Nachweis der eingangs genannten pathologi- 
schen Zustande verwendet zu werden. Selbstverstandlich ist es 
nicht zwingend erf order lich, eine reverse Transkriptase- 
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Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) durchzuf iihren, es konnen 
auch Sondensequenzen verwendet werden, die an die mRNA bzw. die 
hnRNA hybridisieren. 

Geeignete Primer fur den PCR-Nachweis der Protonenpumpe haben 
f olgende Sequenzen : 

Oberer Primer: 5 ' -TGA CTT TGA GCA GAA TGG AAC C-3 1 SEQ-ID Nr. 1 

Unterer Primer: 5 1 -CCC TCG CGG GAA TAG AAC T-3 1 SEQ-ID Nr. 2 

Mit Hilfe dieser Primer konnte nachgewiesen werden , daB Rheuma- 
und Prothesenlockerungs-Fibroblasten mRNA fur die Beta- 
Untereinheit von humaner H + -ATPase ( ATP6B1 f Genbanknummer 
NM__001692 ) exprimieren . 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung auch die Verwen- 
dung dieser Primer fur diagnostische Zwecke. 

Die Erfindung betrifft ferner Nukleinsauremolekiile f die an ein 
Nukleinsauremolekiil binden, das unter stringenten Bedingungen 
mit den beiden oben erwahnten Primern hybridisiert . Hierbei 
wird von der Erkenntnis ausgegangen, daB auch unter stringenten 
Bedingungen an die mRNA bzw. hnRNA hybridisierende Nukleinsau- 
remolekule als Primer verwendet werden konnen f die in der Se- 
quenz zwar von den oben erwahnten Primern abweichen f aber die- 
selbe Primer-Bindungsstelle an der RNA aufweisen. Dariiber hin- 
aus ist es auch moglich f daB die Primer lediglich Bestandteil 
eines langeren RNA-Molekiils sind f das am 3'- und/oder 5 ' -Ende 
weitere Nukleotide aufweist, die zu den entsprechenden Nukleo- 
tiden in der Ziel-RNA komplementar sind. 
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Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung derartiger Nu- 
kleinsauremolekule auf DNA- und/oder RNA-Ebene im Rahmen einer 
Therapie. Als sogenannte anti-sense Nukleinsauremolekule konnen 
sie namlich an die DNA bzw. RNA in den betroffenen Zellen bin- 
den und so die Transkription, die Prozessierung und/oder die 
Translation und damit die Expression der betreffenden Protonen- 
pumpe inhibieren. 

Diese Funktion kann auch durch entsprechende Peptide erreicht 
werden, die entweder an die kodierende DNA, die hnRNA Oder mRNA 
binden, oder aber unmittelbar an das synthetisierte Protein, urn 
auf diese Weise die Expression der Protonenpumpe auf der Mem- 
bran der Fibroblasten zu verhindern. 

Zusammenf assend laBt sich festhalten, daJ3 ausgehend von der 
Erkenntnis, daB an RA oder APL beteiligte Fibroblasten membran- 
standige Protonenpumpen exprimieren, Mittel und MaBnahmen 
bereitgestellt wurden, urn pathologische Zustande des Bewegungs- 
apparates nicht nur therapieren sondern auch frvihzeitig diagno- 
stizieren zu konnen. Die Diagnose beruht dabei auf dem fruhen 
Nachweis eines hohen Spiegels von hnRNA oder mRNA, die zur 
Expression der Protonenpumpe fiihrt. Die Therapie kann in einem 
fruhen Stadium ebenfalls bei mRNA oder der hnRNA, aber auch be- 
reits bei der kodierenden DNA angreifen, urn die Expression der 
Protonenpumpe zu verhindern. Daruber hinaus ist es auch mog- 
lich, sogenannten Protonenpumpen-Hemmer einzusetzen, urn die 
Funktion bereits exprimierter Protonenpumpen zu inhibieren. 

Diese Inhibierung entweder der Expression oder der Funktion der 
Protonenpumpen auf den genannten Fibroblasten oder auf Oste- 
oblasten erreicht den gewiinschten therapeutischen Effekt des- 
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halb, weil dadurch die Ansauerung des extrazellularen Mediums 
vermindert und somit die Voraussetzungen beseitigt werden, die 
den Matrixabbau erst ermoglichen. Interessant ist in diesem Zu- 
sammenhang, daB sowohl die FLS (Fibroblast Like Synoviocytes) 
als auch Prothesenlockerungsf ibroblasten die Fahigkeit besit- 
zen, Knorpel und Knochen ohne die Hilfe von Osteoklasten zu re- 
sorbieren. 

Fibroblasten exprimieren sowohl bei RA als auch bei APL Enzyme, 
die an der Knochenresorption beteiligt sind. Die erf orderliche 
Dekalzif izierung der Knochenmatrix vor dem Abbau bewirken die 
Fibroblasten dadurch, daB sie durch die gefundene Protonenpumpe 
den perizellularen pH-Wert signifikant absenken. Auf diese Wei- 
se konnen aktivierte f ibroblastenartige Zellen in pathologi- 
schen Zustanden wie RA oder APL direkt zu diesen Zustanden bei- 
tragen, so daB sie nach Erkenntnis der Erf inder neue Angrif f s- 
punkte sind, um Knochenresorption in pathologischen Zustanden 
fruhzeitig erkennen und therapieren zu konnen. 

Weitere Merkmale und Vorteile ergeben sich aus der nachstehen- 
den Beschreibung im Zusammenhang mit den beigefiigten Figuren. 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio- 
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Die wesentlichen Merkmale der vorliegenden Erfindung werden 
jetzt nachstehend anhand von Beispielen naher erlautert. 
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Fig. 1 zeigt anhanci einer Hamatoxilin-Eosin-Farbung den Ab- 

bau von Knochen durch Prothesenlockerungsf ibrobla- 
sten (PLF); wenn PLF mit normalem humanem Knochenge- 
webe in SCID-Mausen implant iert wird, lagert es sich 
an die Knochenmatrix an und dringt tief in sie ein 
(A, Verstarkung x630); kleine Knochenstiicke werden 
sogar durch die Fibroblasten umgeformt (B, Verstar- 
kung x630); bei Co-Implantation mit PLF werden so- 
wohl Knorpel als auch Knochen zerstort (C, Verstar- 
kung x630 ) ; 



Fig. 2 zeigt, daB PLF bei Stimulierung mit TNF-alpha groBe 

Mengen an sauren Komponenten freigeben; PLF wurden 
auf Polycarbonat-Membranschalchen ausgesat und die 
perizellulare Ansauerung unter Verwendung eines 
Zytosensormikrophysiometers gemessen; die Stimulie- 
rung mit unterschiedlichen Konzentrationen von TNF- 
alpha fuhrte zu einer schnellen Ansauerung des peri- 
zellularen Milieus; bei Stimulierung mit 10 ng/ml 
rekombinantem humanem TNF-alpha erreichte die Ansau- 
erung nach 20 Minuten einen Spitzenanstieg von 15 %; 

Fig. 3 zeigt eine vergleichbare Kurve wie in Fig. 2, jedoch 

fur RA-FLS; die Ansauerung erreichte ihre maximale 
Zunahme von 60 % bei einer Stimulierung bereits mit 
1 ng/ml TNF-alpha; 



Fig. 4 zeigt eine vergleichbare Kurve wie in Fig. 3, jedoch 

fiir f ruhpassagige Osteoblasten; 
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Fig. 5 zeigt in einer Darstellung ahnlich Fig. 2 die maxi- 

male Anderung der Ansauerung in Prozent fur die Zu- 
gabe unterschiedlicher Konzentrationen der Protonen- 
pumpenhemmer Amilorid und Bafilomycin fur PLF; 

Fig. 6 zeigt den Zeitverlauf der Anderung der Ansauerung 

fur PLF ohne, mit und wieder ohne Zugabe von 50 /jM 
Amilorid; die Zugabe erfolgte zwischen ca. 26 min. 
und ca. 48 min. ; 

Fig. 7 zeigt in einer Darstellung wie Fig. 6 den Zeitver- 
lauf der Anderung der Ansauerung fiir PLF bei Zugabe 
von ljuM Bafilomycin zwischen 4 0 und 75 min. 

Beispiel 1: Isolation von f ibroblastenartigen Zellen 

Von zwei Patienten mit RA wurden Gewebeproben im Rahmen einer 
Synoviorthese entnommen. Normales synoviales Gewebe wurde im 
Rahmen einer Autopsie von Individuen ohne arthritische Vorge- 
schichte entnommen . 

Gewebeproben von der synovialen Grenzmembran um lose, einzemen- 
tierte Huf tgelenksprothesen wurden von fiinf Patienten bei einer 
Kontrolloperation entnommen. 

Normales humanes Knochengewebe und Gelenkknorpel wurden vom 
Oberschenkelkopf eines Unf allpatienten entnommen. 

Alle Gewebeproben wurden zerkleinert und mit Dispase I uber 
Nacht enzymatisch verdaut. Die f reigesetzten Zellen wurden in 
DMEM (Dulbecco's modified Eagles medium. Life Technologies, 
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Inc) mit 10 % fotalem Kalber serum (FCS, Gemini G Biological 
Products, Callabasa, CA) in einer angef euchteten Atmosphare mit 
5 % C0 2 geziichtet. Nach Inkubation iiber Nacht wurden nicht- 
adharente Zellen entfernt und die adharenten Zellen viermal 
passagiert. Durch ELISA wurde bestatigt, da£ die Kulturiiber- 
stande frei von Mycoplasmen waren . 

Beispiel 2; Knochen- und Knorpelabbau im SCID-Maus-Modell 

Urn das aggressive Verhalten der in Beispiel 1 auf bereiteten RA- 
FLS ( f ibroblastenartige Synoviozyten von Patienten mit rheuma- 
toider Arthritis) und PLF ( Prothesenlockerungsf ibroblasten) zu 
untersuchen, wurde das SCID-Maus-Co-Implantationsmodell verwen- 
det. Bei diesem Modell werden humane f ibroblastenartige Zellen 
zusammen mit normalem humanem Knochengewebe und Gelenkknorpeln 
in Mause mit schwerem kombiniertem Immundefekt (Severe Combined 
Immunodeficiency: SCID) implantiert und dort fur 60 Tage belas- 
sen. Da die SCID-Mause die humanen Transplantate nicht absto- 
Ben, erlaubt dieses Modell die Untersuchung der Invasion der 
f ibroblastenartigen Zellen in das co-implantierte Knochengewebe 
und Gelenkknorpel in Abwesenheit von humanen entziindlichen Zel- 
len . 

Zwei Wochen alte, weibliche SCID-Mause (Charles Rivers GmbH, 
Sulzfeld, Deutschland) wurden permanent unter keimfreien Bedin- 
gungen gehalten. 

Die Co-Implantation von f ibroblastenartigen Zellen zusammen mit 
Knochengewebe und Gelenkknorpeln erfolgte nach dem von Miiller- 
Ladner a.a.O. beschriebenen Verfahren. 
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Kurz gefaBt wurden 10 5 Zellen nach Trypsinisierung, Waschen und 
Zentrif ugieren in 100 jj! sterilem Kulturmedium auf genoinmen und 
zusammen mit einem 1 mm 3 groBen Stuck normalen Knochengewebes 
und Gelenkknorpeln in die Kavitat eines sterilen Tupfers gege- 
ben. Die Mause wurden anasthesiert und die linke Niere freige- 
legt, woraufhin nach einem kleinen Einschnitt ein Implantat un- 
ter die Nierenkapsel plaziert wurde. Daraufhin wurden die peri- 
toneale Schicht und die Haut vernaht . Nach 60 Tagen wurden die 
Mause geopfert und die Implantate entfernt. Das Gewebe wurde in 
4 % gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet . 

In Fig. 1 sind Schnitte der Explantate nach Hamatoxylin-Eosin- 
Farbung gezeigt. 

In Fig. 1A ist zu erkennen, daB die PLF sich an die Kno- 
chenoberf lache angelagert und den Knochen resorbiert hatten. In 
alien untersuchten Proben wuchsen die PLF um die Knochenstucke 
herum und erzeugten klare Resorptionsbereiche . 

In Fig. IB ist zu erkennen, daB kleine Teile des Knochens durch 
die aggressive PLF sogar umgefornvt wurden. In Fig. 1 ist zu er- 
kennen, daB die Implantation von sowohl Knorpel- als auch Kno- 
chenstucken zur Zerstorung beider Implantate flihrte^ 

Durch immunhistochemische Verfahren konnte gezeigt werden, daB 
die in den Knochen und den Korpel eingedrungenen f ibroblasten- 
artigen Zellen humanen Ursprungs waren. In keiner der Proben 
wurden an den Stellen der Knochenresorption osteoklastenartigen 
murine Zellen gefunden. 
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Beispiel 3: Extrazellulare Ansauerung durch aktivierte 

Fibroblasten und Osteoblasten 

Um die Fahigkeit von PLF und RA-FLS zu untersuchen, saure Kom- 
ponenten freizusetzen, wurden ultrasensitive pH-Messungen in 
der direkten perizellularen Umgebung mit einem Zytosensor- 
Mikrophysiometer (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, 
US) durchgefiihrt . Dieses Gerat umfaBt einen hochsensitiven pH- 
Sensor, der auf dem lichtadressierbaren potent iometrischen Sen- 
sor (LAPS) beruht und ein rechnergesteuertes Perf usionssystem 
enthalt; siehe bspw. Hafeman et al.. Science 1998, Band 240, 
Seiten 1182-1185; Parce et al.. Science 1989, Band 246, Seiten 
243-247; McConnell et al., Science 1992, Band 257, Seiten 1906- 
1912; sowie Uwicka et al., Annual Review of Biophysics and Bio- 
molecular Structure, 1994, Band 23, Seiten 87-113. 

Dieses Gerat erlaubt die Detektion der Protonenproduktion im 
perizellularen Medium, wahrend die Zellen in Membranschalchen 
wachsen, die auf einem Zytosensorchip positioniert sind, der 
verwendet wird, um die Ansauerung zu messen. 

PLF und RA-FLS wurden in Polycarbonat-Membranschalchen 
(Transverse 3402, PorengroBe 3 jum, Corning Costar, Bodenheim, 
Deutschland) zwei Tage vor den Experimenten bei einer Anfangs- 
dichte von 3 x 10 5 Zellen/ml in 1 ml DMEM-Medium mit 10 % FCS 
pro Membranschalchen ausgesat. 

Um die Protonenabgabe zu analysieren, wurden die Zellen durch 
zyklische Zugabe von Medium mit rekombinantem humanem TNF-alpha 
(30 U/ml, Roche Biochemicals , Roche, Basel, Schweiz), Ionomycin 
(10 mg/ml, Biomol, Hamburg, Deutschland), oder Kontrollmedium 
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aktiviert. Bei den Ionomycin-Messungen enthielt das Kontrollme- 
dium DMSO. 

Nach 90 Sekunden wurde der ZufluB gestoppt, und die Ansauerung 
wurde als Antwort der Zellen auf die Stimulierung iiber einen 
Zeitraum von 30 Sekunden gemessen. Die Ansauerungsrate wurde 
gemessen als maximale Ansauerung r max pro Zyklus, normiert auf 
den Gleichgewichtswert r eq und fur jede Probe in Prozent be- 
rechnet. Auf diese Weise entspricht 100 % einer fehlenden Ant- 
wort und gr6J3ere Werte entsprechen einer Ansauerung. 

Nach den Experimenten wurden die Schalchen entfernt und die 
Zellen mit Comassie-Blau angefarbt, urn die gleichmaBige Vertei- 
lung der Zellen wahrend der Messung zu zeigen. 

Eine Stimulierung von PLF mit einem kalziumabhangigen Signal , 
wie es durch die Zugabe von Ionomycin induziert wird, fiihrte zu 
einer schnellen und signif ikanten Freigabe von sauren Komponen- 
ten. Dies wurde anhand einer Zunahme in der Ansauerungsge- 
schwindigkeit urn 5 % nach 20 Minuten erkannt. 

Eine Stimulierung von PLF mit TNF-alpha bei verschiedenen Kon- 
zentrationen zeigte noch starkere Effekte. Wahrend eine Inkuba- 
tion der PLF mit 1 ng/ml TNF-alpha nicht zu einer signif ikanten 
Stimulierung der PLF fiihrte , ergab die Zugabe von 10, 100 bzw. 
300 ng/ml TNF-alpha eine substantielle Ansauerung des perizel- 
lularen Milieus. Wie in Fig. 2 zu erkennen, ergab sich die ma- 
ximale perizellulare Ansauerung von 15 % bei 10 ng/ml TNF-alpha 
nach 20 Minuten. Eine weitere Erhohung der TNF-alpha- 
Konzentration fiihrte nicht zu einem verstarktem Effekt. 
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Fig. 3 zeigt das Ergebnis vergleichbarer Messungen an RA—FLS . 
Es ergab sich bei einer TNF-alpha-Konzentration von 1 ng/ml ei- 
ne Zunahme der perizellularen Ansauerung von 60 %, eine weitere 
Erhohung der TNF-alpha-Konzentration fuhrte zu keiner weiteren 
Zunahme der Ansauerung. 

Eine vergleichbare extrazellulare Ansauerung wurde wie folgt 
auch bei Osteoblasten f estgestellt : 

Osteoblasten wurden vom trabekularen Knochen von drei Patienten 
isoliert. Der Knochen wurde in kleine Schnitte geschnitten, die 
Stiicke wurden mit PBS gewaschen und in PBS/Collagenase 
(Typ VII r 17 00 U/ml, Sigma -Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) 
fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Stucke wurden sedimen- 
tiert, gewaschen und in vollstandigem DMEM-Medium mit 10 % FCS f 
Antibiotika und Wachstumsf aktoren inkubiert f wie beschrieben 
bei Parak et al., J. Rheumatol (2000), Band 27 , Seiten 2312- 
2322. 

Die Osteoblasten wurden in Monolayer-Kulturen expandiert. Um 
die Zellinie zu bestatigen, wurde die Expression von Osteo- 
calcin durch Immunhistochemie detektiert. 

Fiir Messungen im Zytosensormikrophysiometer wurden die Zellen 
von konfluenten Kulturen unter Verwendung von Trypsin/EDTA 
(Life Technologies Eggenstein, Deutschland) geerntet, in mit 
1 % FCS angereichertem PBS gewaschen und gezahlt. 

Die Osteoblasten wurden auf Polycarbonat-Membranschalchen 
(Transwells 3402 9 PorengroBe 3 jum, Corning Costar, Corning, 
USA) zwei Tage vor den Experimenten mit einer Anf angsdichte von 
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300.000 Zellen/ml in 1 ml vollstandigem DMEM-Medium pro Mem- 
branschalchen ausgesat. Urn mit dem in dem Medium vorhandenen 
FCS assoziierte Serumartef akte zu vermeiden, wurden die Zellen 
gewaschen und vor der Untersuchung in serumf reiem Medium fur 24 
Stunden inkubiert . 

Urn die Protonenabgabe zu analysieren, wurde den Zellen wie oben 
TNF-a zugegeben und die Ansauerungsrate gemessen. 

Fig. 4 zeigt das Ergebnis einer derartigen Messung fur fruhpas- 
sagige Osteoblasten. Bei TNF-a Konzentrationen von 10-100 ng/ml 
reagieren die Osteoblasten mit einer um 2 0 bis ungefahr 35 % 
erhohten Protonensekretion, bei geringeren Konzentrationen von 
TNF-a steigt die Ansauerungsrate um etwa 20 %. 

Beispiel 4; Nachweis einer membranstandigen Protonenpumpe 

Um den potentiellen Mechanismus zu identif izieren, der fur die 
Freigabe von sauren Komponenten durch PLF verantwortlich ist, 
wurde die Expression der humanen H + -transportierenden ATPase 
durch RT-PCR und nichtradioaktive in situ Hybridisierung unter- 
sucht. Zu diesem Zweck wurde die Expression der mRNA fur die 
58 kDa beta 1 Untereinheit (ATP6B1, GenBank Zugangs-Nr. NM 
001692) der humanen v-ATPase untersucht und zu diesem Zweck die 
folgenden, spezifischen Primer entworfen: 

Oberer Primer: 5 ■ -TGA CTT TGA GCA GAA TGG AAC C-3 1 SEQ-ID Nr. 1 
Unterer Primer: 5 1 -CCC TCG CGG GAA TAG AAC T-3 ' SEQ-ID Nr. 2. 
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Die gesamte RNA von kultivierten PLF wurde nach den Vorschrif- 
ten des Herstellers unter Verwendung des TRIzol (R) RNA- 
Isolationskits (Gibco-BRL) extrahiert. Nach der Erststrang 
cDNA-Synthese unter Verwendung von Oligo-d (T) 12 _ 12 Primern und 
M-MuLV reverse Transkriptase (Roche Mannheim) wurde eine Poly- 
merasekettenreaktion (PGR) unter Verwendung der Taq (R) DNA- 
Polymerase ( Stratagene ) durchgef iihrt . 

Die Amplif izierung erfolgte iiber 34 Zyklen jeweils bei 60 °C fur 
eine Minute und 72 °C fur zwei Minuten. Das PCR-Produkt wurde 
dann in den pPCR-ScriptAmp SK + Vektor (Stratagene) nach den 
Anweisungen des Herstellers ligiert. Nach der Transformation 
von Epicurian Coli (R) XLl-Blue MRF'Kan superkompetenten Zellen 
und Selektion von Klonen erfolgte eine Groi3maJ3stabspraparation 
unter Verwendung des Qiagen MaxiPrep Kit (Qiagen) . Um die Iden- 
titat der klonierten cDNA-Fragmente zu bestimmen, wurde eine 
kommerzielle Dideoxi-Sequenzierung durchgef iihrt . 

Die PCR flihrte zur Verstarkung von cDNA-Fragmenten der erwarte- 
ten 78 6 Basenpaare von ATP6B1 fiir alle PLF-Proben mit hundert- 
prozentiger Ubereinstimmung der Sequenz der klonierten Fragmen- 
te mit der verof f entlichten Genbanksequenz (NM 001692). 

Die Expression der ATP6B1 wurde durch nichtradioaktive in situ 
Hybridisierung der SCID-Mausschnitte unter Verwendung von Di- 
goxigenin-markierten RNA-Sonden bestimmt. 

Die wie oben beschrieben klonierten cDNA-Fragmente wurden durch 
Plasmidpraparation gewonnen und zur Erzeugung von Templates fur 
die Hybridisierung mit BamHl und Motl-Restriktionsenzymenen li- 
nearisiert . 
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Anti-sense und sense RNA-Sonden wurden durch in vitro Trans- 
kription mit T3~ und T7-RNA-Polymerase und einem kommerziell 
verfiigbaren Transkriptionskit ( Stratagene ) erhalten und mit Di~ 
goxigenin-UTP (Roche Mannheim) markiert. 

Die in situ Hybridisierung der Explantat-Schnitte mit den so 
gewonnenen Sonden erfolgte wie bei Kriegsmann et al. beschrie- 
ben. Nach der Prahybrisisierung wurden die Schnitte iiber Nacht 
bei 52 °C mit den Digoxigenin-markierten RNA-anti-sense-Sonden 
inkubiert. Ungebundene Sonden wurden bei 37 °C fur 45 Minuten 
mit 10 jug/ml RNase (Roche Mannheim) verdaut, woraufhin die 
Schnitte bei 50 °C fiir funf Minuten mit SSC/Formamid gewaschen 
wurden. AnschlieBend folgten vier abgestufte SSC/SDS-Bader bei 
50 °C fiir jeweils 15 Minuten. Nach dem Blockieren unspezif ischer 
Bindungen mit 2 % Pf erd-Normalserum wurden die hybridisierten 
Sonden unter Verwendung von Anti-Digoxigenin Fab-Fragmenten de- 
tektiert, die an alkalische Phosphatase und NBT/BCIB~Substrat 
(Roche Mannheim) gekoppelt waren* Negative Kontrollexperimente 
wurden unter Verwendung der entsprechenden Sense-Sonden durch- 
gef uhrt • 

Auf diese Weise konnte die Expression der mRNA fiir die 58 kDa 
beta 1 v-ATPase Untereinheit in PLF an Stellen der Knochenre- 
sorption in den SCID-Maus-Proben gezeigt werden. 

Auch hier konnte durch immunhistochemische Verfahren mit einem 
Antikorper bestatigt werden, daJ3 die positiven Zellen humanen 
Ursprungs waren, also nicht aus der Maus selbst stammten. 

Urn zu zeigen, da£ die humane v-ATPase auf der auBeren Zellmem- 
bran der PLF exprimiert wird, wurde eine Immun- 
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Transmissionselektronenmikroskopie durchgef iihrt . Wie erwartet , 
konnte die intrazellulare Expression der humanen v-ATPase in 
alien PLF gezeigt werden, Es gab jedoch ebenfalls eine klare 
Anfarbung auf der Zelloberf lache der PLF , was die Expression 
der v-ATPase nicht nur innerhalb der PLF sondern auch auf der 
auBeren Zellmembran zeigt. Diese Daten wurden sowohl durch die 
Immun-Gold- als auch die Diaminobenzidin-Methode bestatigt. 

Beispiel 5; Inhibierung der Protonenpumpe 

Urn den f unktionellen Beitrag der membranstandigen v-ATPase auf 
die Freigabe von sauren Komponenten durch die PLF zu testen, 
wurden die Wirkungen von ATPase-Inhibitoren auf die perizellu- 
lare Ansauerung im Zytosensormikrophysiometer untersucht. 

Zu diesem Zweck wurden sowohl der ATPase-Inhibitor Amilorid, 
der bei hoheren Konzentrationen auch die v-ATPase inhibiert, 
als auch der spezifische v-ATPase-Inhibitor Bafilomycin Al bei 
verschiedenen Konzentrationen verwendet, urn den Zeitverlauf der 
H*-Freigabe verglichen mit unbehandelten PLF zu analysieren. 

Amilorid wurde in Konzentrationen zwischen 200 juM und 1 mM, Ba- 
filomycin Al in Konzentrationen zwischen 10" 8 und 10"* 5 M einge- 
setzt. Nach 9 0 Sekunden wurde der ZufluB gestoppt und die An- 
sauerung als Antwort der Zellen fur einen Zeitraum von 30 Se- 
kunden gemessen; Fig. 5 zeigt einige konzentrationsabhangige 
Werte der Ansauerung in Prozent. 
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Die Zugabe von Amilorid verringerte die perizellulare Ansaue- 
rung um bis zu 40 %, was sich aus einer signif ikanten Abnahme 
des perizellularen pH-Wertes ergab. Das Plateau maximaler Inhi- 
bierung der H*-Freigabe wurde schon nach 15 Minuten erreicht 
und blieb uber der gesamten MeBzeit von 45 Minuten ohne weitere 
Zunahme stabil. Fig. 6 zeigt beispielhaft die Reaktion auf 50 p. 
Amilorid mit einer ca. 10%igen Abnahme der Ansauerung nach we- 
nigen Minuten. 

Die Zugabe von Bafilomycin Al fiihrte zu einer Inhibierung der 
perizellularen Ansauerung bei Konzentrationen von 10" 6 M von 
ungefahr 10 %. Auch dieser Effekt wurde schon 15 Minuten nach 
Zugabe von Bafilomycin Al beobachtet; siehe Fig. 7 

Auch aus diesen Ergebnissen laJ3t sich ableiten, daJ3 die extra- 
zellulare Ansauerung auf einem Membran-assoziierten Mechanis- 
mus, also der membranstandigen Protonenpumpe beruht und nicht 
auf einem langsamen Transport aus dem Inneren der Zelle. 
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Patentansprliche 

1. Verwendung von Hemmstof fen fur Protonenpumpen zur Behand- 
lung von Erkrankungen Oder pathologischen Zustanden des 
Bewegungsapparates, mit denen Osteoblasten, Fibroblasten 
und/oder f ibroblastenartige Zellen assoziiert sind. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Erkrankungen des Be- 
wegungsapparates uraf assen : Knochenkrebs , Osteoarthrose , 
Osteoporose, Arthritis , rheumatoide Arthritis, aseptische 
Prothesenlockerung . 

3 . Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 , wobei die Protonenpumpe 
membranstandig exprimiert ist und einen extrazellularen 
pH-Gradienten auf baut . 

4. Verwendung nach einem der Ansprliche 1 bis 3, wobei der 
Hemmstof f ausgewahlt ist aus der Gruppe: Baf ilomycin Al, 
Amilorid , KN0 3 , N-Ethy 1-Maleinimid , Dicyc lohexy Icarbodii- 
mid, Diethylstilbostrol, Tributylzinn, anti-sense Nuklein- 
sauremolekule , Plasmide . 

5. Nukleinsauremolekiil mit der Sequenz "Oberer Primer" 
(SEQ-ID Nr. 1) 

5'-TGA CTT TGA GCA GAA TGG AAC C-3 ' . 
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6. Nukleinsauremolekiil mit der Sequenz "unterer 
Primer" (SEQ-ID Nr. 2) 

5 ' -CCC TCG CGG GAA TAG AAC T-3 ' . 

7. Nukleinsauremolekiil, das an ein Nukleinsauremolekiil bin- 
det f das unter stringenten Bedingungen mit dem Nukleinsau- 
remolekiil aus Anspruch 5 oder 6 hybridisiert . 

8. Nukleinsauremolekiil , das das Nukleinsauremolekiil aus einem 
der Anspriiche 5 bis 7 enthalt. 

9 . Verwendung zumindest eines Nukleinsauremolekiils aus einem 
der Anspriiche 5 bis 8 fur diagnostische Zwecke, insbeson- 
dere zum Nachweis einer Erkrankung des Bewegungsapparates . 

10. Verwendung zumindest eines Nukleinsauremolekiils aus einem 
der Anspriiche 5 bis 8 zum Inhibieren oder Nachweis der Ex- 
pression einer Protonenpumpe in Fibroblasten, Osteoblasten 
und/oder f ibroblastenartigen Zellen . 

11. Kit, das zumindest ein Nukleinsauremolekiil nach einem der 
Anspriiche 5 bis 8 enthalt. 

12. Verwendung eines Mittels, das zum Nachweis der Expression 
einer Protonenpumpe in Fibroblasten, Osteoblasten und/oder 
f ibroblastenartigen Zellen dient, in der Diagnose von 
Erkrankungen oder pathologischen Zustanden des Bewegungs- 
apparates . 
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13. Diagnostisches Mittel zum Nachweis der pathologisch veran- 
derten Expression einer Protonenpumpe in Fibroblasten, 
Osteoblasten und/oder f ibroblastenartigen Zellen, das 
zumindest ein Nukleinsauremolekiil enthalt, das mit einem 
Abschnitt eines fur die Protonenpumpe kodierenden Genes 
hybridisiert . 

14. Therapeutisches Mittel zur Inhibierung der Expression 
und/oder Funktion einer Protonenpumpe in Fibroblasten, 
Osteoblasten und/oder f ibroblastenartigen Zellen , das 
zumindest ein Nukleinsauremolekiil enthalt, das mit einem 
Abschnitt eines fiir die Protonenpumpe kodierenden Genes 
hybridisiert . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> Univ. Klinikum Tubingen 

<12 0> Verwendung von Prcrtonenpumpen-Hemmern 

<130> 5402pl90WO 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
<400> 1 

tgactttgag cagaatggaa cc 

22 

<210> 2 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Primer 
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<400> 2 

ccctcgcggg aatagaact 
19 



